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人 二 倍 体 细胞 KMB-:" 株 和 MRC--: 
株 生 物 学 性 质 比 较 


Rae PRE HRE IHF BR 


{中 国医 学 着 学 院 医 学 生物 学 研究 所 昆明》 


xan EM ”成 纤维 绍 胸 A 二 合体 OR 
”用 人 二 倍 体 细胞 代替 原 代 狼 肾 纲 胞 生产 消 肖 灰质 炎 疫 苗 可 吉 免 独 病 毒 污染 。 为 了 
MAAS, TSMR, RFT ove ER TRAN 
体 成 纤维 细胞 KMB..; 株 〔 昆 明 医学 生物 学 研究 所 ，1974) 。 HARER ERREA 
存 十 年 。 本 文 报告 检查 KMB-_,， 株 生物 学 性 状 有 无 变化 的 结果 ， 并 与 国际 上 广泛 应 用 的 
MRC-, 人 二 悦 体 网 胞 株 作 比较 。 


材料 和 方法 


RRR 。 本 实验 所 用 的 KMB-,, 细 胞 株 为 我 所 建立 洪 存 的 6 代 种 子安 族 , MRC, 
细胞 株 为 英国 J]，P.Jacobs 提 供 的 10 代 种 子 细胞 ， 在 我 实验 室 冻 存 为 12 代 的 种 子安 
Mo 

细胞 复苏 及 培养 用 37*C 水 浴 融 化 安 阅 ， 打 开 安 额 ， 将 细胞 悬 液 移入 生长 流 中 ， 
挡 每 毫升 20 一 50 万 接种 于 小 罗氏 瓶 ， 放 37°C 静 止 培养 。 细 胞 生长 液 为 本 实验 室 的 号 潍 
液 吉 10% 小 牛 血清 ， 1 % 的 青 链 二 来 ，1 一 1,2% 的 NaHCOs，pPH?7.4， 测定 生命 期 。 


RETES 

(一 ) 潜 在 因子 检查 

LENKE “将 KMB_,, 株 及 MRC_s 株 分 别 取 钢 胸 培养 液 上 清 , 接种 于 腕 酷 .马丁 、 
ERR, ITCH 《马丁 22°C) ， 7 天 判定 是 否 被 细菌 、 考 菌 及 支原体 污染 。 

2 .病毒 因子 检查 分 体内 、 体 外 两 部 份 。 体 内 部 分 用 细胞 悬 液 ， 分 别 接种 家 免 K 
R. AR. REDSRAGH, HASH 1 x 107 细 胞 。 接 种 方法 及 结果 判定 


注 ， 本 文 所 用 MRC_5 细 胞 株 系 由 本 所 单 仁 大志 内 英国 带 回 ， 特 政 谢 南 ， 
本 文 1984 年 1 月 30 日 收 到 ，1984 年 8 AISA MAM, 
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见 本 所 以 前 报告 ( 郭 位 等 ，1981》。 

体外 部 份 包 括 直 接 观 察 细胞 ， 被 检 纲 胞 培养 液 上 清 接 种 人 胚 肾 原 代 细 胞 、 幼 免 肾 原 
伐 细 胞 、Hela 细 胞 系 及 另 一 标 人 二 倍 体 细胞 ， 即 用 氏 MB-kr 株 及 MRC-s 栋 细胞 互相 接种 
进行 交叉 检查 。 以 上 各 种 细胞 培养 成 单 层 ， 每 种 细胞 接种 8 瓶 ， 取 被 检 网 胞 玫 MB-,:， 株 
及 MRC.: 株 的 细胞 培养 液 上 清 混 于 不 含 血清 的 维持 液 中 ， 使 占 维持 液 25% 接 种 于 上述 
四 种 弃 去 旧 培 养 液 的 细胞 瓶 中 ， 于 34°C 解 育 观 察 14 天 ， 用 血 豚 方法 判定 结果 。 

(=) 致 瘤 性 检查 。 ”本 文采 用 抗 淋 巴 血 清 tATS) 反 复 处 理 的 小 白鼠 。 用 细胞 悬 液 
按 每 只 小 也 1 x 10 细胞 接种 。 同 时 以 Hela 细 胞 必 对 照 ， 接 种 浓度 为 每 只 小 刀 1 x 10。 
观察 2 周 后 处 死 做 病理 检查 。 

(=) 胞 核 学 检查 用 不 同 代 次 的 两 株 细 胞 的 细 跑 分 裂 中 期 ， 用 常规 空气 干燥 法 
制备 染色 体 标本 。 每 个 标本 恢 悦 镜 下 狂 读 300 个 中 期 细胞 ， 油 镜 精 确 读 数 100 个 以 上 。 

(W) HBsAg 检 查 ”用 无 茵 检查 相应 细胞 代 次 的 上 清 液 ， 以 被 动 血 凝 抑制 方 法 
进行 。 

(i) 电镜 检查 。 用 KMB. 1; 株 及 MRC-, 株 的 细胞 单 层 制 片 ， 进 行 细 胞 细微 结 
构 、 胞 质 内 异 质 显 粒 以 及 支原体 检查 。 

A) 病毒 敏感 试验 AMR REPRAR, BP TKMB_ |. HRRMRC_.H 
细胞 单 层 上 ， 接 种 的 病毒 浓度 为 每 毫升 维持 液 含 105**PFU。 完 全 病变 时 收获 RE, 用 

空 席 法 测定 病毒 滴 度 。 





aOR 


细胞 生命 期 测定 。 KMB-:， 细 胞 株 用 第 6 RATE, ARGON, 当 接 
种 浓度 为 每 毫升 23 万 时 ， 4 小 时 后 即 均匀 贴 瓶 ， 3 一 4 天 形成 致密 单 层 。 分 种 比率 为 
13:2 一 1:4。 在 47 代 前 细胞 贴 瓶 、 生 长 繁殖 持续 保持 旺盛 ， 表 现 为 巾 瓶 数 多 、 均 匀 ， 
折光 性 强 ， 形 成 单 层 时 间 均 在 REH. GREK ARS, BARR 
少 ， 折 光 性 减弱 ， 形 成 单 层 时间 延 长 为 5 一 10 天 。 这 种 表现 在 55 代 后 更 为 明显 ， 细胞 形 
态 拉 长 ， 界 良 不 清 ， 立 体感 弱 。62 代 细胞 已 近 衰 退 ，15 天 还 未 形成 单 居 ， 形 态 呈 网 状 ， 
无 法 传代 ， 生 命 终 止 。 此 过 程 与 建 株 时 生长 情况 一 至 

MRC-. ,细胞 株 用 12 代 种 子安 语 复 赂 ， 存 活 率 为 71%。 接 种 浓度 为 每 毫升 15 万 。 该 
株 细 胞 在 本 实验 室 整 个 体外 培养 生命 期 为 417 代 。 在 33 代 前 细胞 生长 繁殖 、 形 成 单 蚌 时 间 
《一 般 4 天 左右 ) 及 细胞 形态 都 较 均衡 ， 元 明显 差异 ， 以 后 进入 淆 缓期， 表现 为 细胞 形 
态 拉 长 ， 形 成 单 层 时 间 延 长 至 6 天 左右 ， 但 仍 可 一 周 内 传代 一 次 。42 代 后 形态 较 差 ， 立 
体感 减弱 ， 界 限 不 清 。 到 47 代 时 细胞 难于 维持 ，-- 旦 成 片 ， 即 行 脱落 、 拉 网 ，16 天 还 未 
形成 单 层 ， 生 命 终 止 。 此 与 Jacobs (1970) 的 报告 相符 

外 源 因 于 检查 结果 。 对 KMB-,; 株 复 赂 后 及 18、28、38、50 代 五 个 代 次 ，MRC.。 
株 12、22、30、38 代 四 个 代 次 的 培养 物 进 行 了 细菌 、 釜 菌 、 支 原 体检 查 ， 结 果 均 为 阴 
性 。 

对 两 株 上 述 代 次 细胞 进行 的 HBsAg 检 查 ， 在 几 种 组 织 培 养 物 上 病毒 因子 检查 (下 
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1》， 用 HE 染色 法 对 两 株 细 胞 进行 的 包涵 体检 查 ;. 结果 均 为 阴性 。 

用 开 MB_,? 株 18、 50 代 , se R22. 38 代 的 细胞 直接 接种 动物 , - SER Bi Ht 
(#1), 中 "BAG 

FATS 48 A058 68) bY BERN MB. i718, 504%, MRC. 522, 38 代 的 细胞 ， 到 期 
解剖 均 未 发 现 肿瘤 结 节 。 同 时 接种 低 于 上 述 细胞 10 信 和 量 的 Hela 细 胞 对 招 组 ， 到 期 尸检 时 
均 查 得 肿瘤 结 节 ， 经 病理 检查 均 为 恶性 肿瘤 细胞 《天 2)》 。 


Table 1 Examination results of extraneous virusagents in two cell strains 
一 一- 一 一 一- vv 








agy EA 部 p 
ree ee AERE HAWN ， Hela EA AR ARR RMR Gap FRR 

KMB.17 18 a 8 8 8 8 5 10 10 10 5 

28 8 8 3 8 g 

7 it heat 

3a 8 B 8 g 8 

50 8 8 8 8 8 5 1% 10 10 5 
MRC-5 22 8 8 8 8 8 5 10 10 10 5 

30 8 8 8 8 8 

38 & B 8 8 8 5 10 10 10 5 


aR eae >- 
* 为 体外 接种 部 分 sw 为 体内 兵种 部 分 ， 每 种 动物 扶 种 1 x ORRA 


“ln vitro ##In vivo Inculation examinated cell of using at least 1 x107 for each animal 


Table 2 Examination results of careinostatic in two cell strains 


Ke RE RRO RC /ml) = RRR ARNE 
g KMB.17 18 6 6 x10? ê - 
50 | 6 5 x10? 6 ~ 
MRC_; 22 6 5 x10? 6 ~ 
38 6 5 x 107 6 - 


Hela | 6 5 x108 6 + 


TT eee ya yy G-Pen 


HAKMB.,, #18, 30, 504%, MRC. #22, 39fR HORA RE TTI I, E 5 个 样本 中 
均 未 见 到 细胞 内 有 任何 异 质 颗粒 及 支原体 ， 细 胞 细微 结构 均 无 变化 8 
REE | AK MB_, $18, 28, 38, 5048, MRC_,M22, 30, 3At 
ite Ae OTST BB BL CSE 3 ), 和 国际 上 (Jaccbs, 1976) am 
FAT ie eT GES), BRE A Ly 
在 可 接受 的 国际 标准 上 上限 以 内 《家 5) . AN RRMRC_ pis OR RK MB, He 
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高 ， 且 陵 代数 增加 而 上 升 ， 但 都 在 标准 以 内 (Moorhead, 1974; Jacobs, 1976), 

病毒 敏感 试验 。 将 脊 划 灰质 类 三 个 型 病毒 按 每 E k A o PFU 接种 于 
KMB. , ,#€28, 3640, MRC_,#26, 367840, 所 每 结 果 见 表 4 。 从 结果 看 出 两 株 细 胞 
间 病 毒 敏 感性 无 明显 差异 。 与 原 毒 种 滴 度 相 比 亦 无 明显 改变 。 但 MRC_, 株 细 胞 出 现 病变 
和 收获 病毒 时 间 较 区 MB-_ :为 早 ， 前 者 最 迟 66 一 ?76 小 时 ， 后 者 则 有 的 在 100 小 时 以 上 。 


it 论 
AANA KE RO LRA. MOM EEO 


ict, FRA, AMAR RS BB HTS, (国外 医学 , 1983) 
目前 尚 在 深入 研究 。 从 本 文 试验 结果 来 看 ， 两 抹 细 胞 在 生长 繁殖 等 生物 学 性 状 及 细胞 异 


Table 3 Examination results of chromosome. in two cell strains (%) 








株 省 Re FAZER BRR EAk. SRT MMH n= 46 
KMB 1 2 9 ne 
28 1 1 4 1.3 3 89.7 
38 1 2 12 3 0 82 
50 2 2 7 1.5 1 86.5 
MRC.s 22 2 3 6 3.6 1 84.4 
30 2 2 10 2 a 84 
38 3 4 5 6 0 82 


* RMS RARE HBR p>.) 
«NO marked difference in polyploid between two cell strains (p>0.05) 


Table 4 Sensitivity to polio viruses in two cell strains (Log/ML PFU) 
mm + D 








Hy RA ` E 
I I I 
KMB.;7 1B 6:45(7.20)" 6.85(6.73)* “1.467.239 
36 7.05 5.85 6.70 
MRC.s 26 6.95 7.0 
36 | 7.06 6.95 7.05 
ESRR FA RE N 


种 移植 性 等 方面 各 以 前 发 表 的 资料 一 名 (都 仁 等 , 1981, jb 1970 1976), 在 遗传 学 
窒 僻 中 MRC-: 彝 的 多 司 体 机 率 稍 高 于 KMB-,; 株 ， 但 两 者 无 最 著 差 异 (p>>0.05)， 仍 在 
国际 标准 范 为 之 内 〈 甫 5) 。 两 株 峭 胞 对 峭 人 灰质 类 三 个 型 病毒 敬 感 性 相同 ，MRC-* 株 
细胞 在 病变 出 现 和 收获 病毒 时 间 上 较 KMB_ ,为 早 ， 但 从 病毒 滴 度 上 看 无 明显 差异 。 
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Table § Comparison among examination results of chromosome in two 
cell strains and international standardization and orginal strains 








省 & ， FRR ARK Ek Sk WHR 
可 接受 之 上 限 8/100 2/100 18/100 12/300 3/100 
KMB.17 eR E1 RAR 3/100 0/100 9/100 = 55. /300 0/100 
本 次 试验 18 代 结果 1/100 2/100 9/100  6.4/300 0/100 
IK MSR 0/100 . 2/100 11/100 6/300 2/100 
本 次 拭 验 50 民 结果 2/100 2/100 7/100  4.5/300 1/100 
MRC_s# ERIRE R 3/100 0/100 14/100 9/400 1/100 
PRR RI 2/100 3/100 6/100 10.8/300 1/106 
R33 MR 2/100 0/109 14/100 12/300 0/100 
KRRRIGSNBR | 3/100 4/100 6/100 18/300 0/100 





AREH, KMB., ARM RARE TERRES SERCH RE 化 ， 


与 MRC-" 参 考 株 一 样 均 可 作为 病毒 疫苗 的 基质 细胞 使 用 。 


参考 x 献 


紧 明 医学 生 师 请 究 所 防治 宝 代 用 品 组 ”1974 人 二 情 体 冯 融 棒 及 MB-17 的 建立 及 其 生 由 学 性 据 的 初步 观察 进 
RR ( 1):147 一 166 

wag 1981 人 二 可 休想 网 虹 人 MB_17 的 特性 .中 国医 学 科学 院 学 报 3 (49):226 一 224 

International Association of Microbiological ,societies, Cell Culture Committee. Minutes of the Eighth 
Meeting, Chatham Bars, Oct. 1971 Geneva Biostandards 71. 

Jacobs J, P et af 1970 Choracteristics of a human diploid cell designated MRC_5. Nature 227:168—170 

Jacobs, J, P. 1976 Updated results on the karGology of the WI-38, MRC-5 and MRC-9 cell strains. Dev 
in Biol Standard 37:155—158 

Lerkins, F 1983 EMM 2, SAB, WM BIH 4 :168 一 170 

Moochead P. S ef al. 1974 Standards of Karyology for human diploid cell. J Biol Stendard 2:95—101 

WHO Expert Committee on Biological Standardization (24th Report), WHO Tech.Rep Ser, No 486.1972 


318 a a . 6 卷 





COMPARISON ON BIOLOGICAI PROPERTIES BETWEEN 
KMB_,, AND MRC_; HUMAN DIPLOID CELL STRAINS 


Dai Yongxiang Guan Zhende Hu Xiaoyu Wang Mingxiou Dong Dexiang 
{Institute of Medical Biological Kunming) 


Human diploid cell has been used in producing virus vaccines, It can 
prevent serious contaminations of simian viruses and other pathagenic factors, 
KMB_,, strain has been kept in- 196 °C for more than ten years, and it has 
been exfensively used in producing virus vaccines and researching in medical 
sciance in our country, 

This paper reports that the resylts of the tests of the chromosome, in 
vitro cell life and sensitivity -to ploviruses in KMB_,, human diploid cell strain 
was examated. > 

The results suggested that the KMB_,, human diploid cell strain remains 
stable on biological properties after freezing more than ten years and without 
any marked changes, KMB_,, and MRC_, human diploid cell strains as the 
cell substrates are effectually. used to produce virus vaccines. 

‘Key words Fetal Fibroblast Human Diploid Chromosome 
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